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RESUMEN

Actualmente, existe una creciente preocupacién por la vida Gtil de los productos
alimenticios, por ende, hay que encontrar algun tipo de alternativa que permita solucionar
aspectos como el deterioro microbioldgico. El pan debido a su composicién tiene una vida
atil muy limitada, es por esta razén que el objetivo de la investigacion es analizar el efecto
de la incorporacién del suero de queseria fermentado con Lactobacillus plantarum en la
elaboracion de pan. Con ese propoésito se establecio tres tratamientos cuya variable fue las
concentraciones en relacion masa volumen que consistian en 0,25 % correspondiente al
TS1; 0,5 % el cual pertenece al TS2; y finalmente, se empled el 0,75% correspondiendo al
TS3 donde la masa represento la cantidad de cepa probi6tica en polvo de L.plantarum en
200 ml de suero pasteurizado y dos tratamientos control el TC y el TC2 cuya diferencia
radica en que se reemplazo el suero fermentado en la elaboracién del pan por 200 ml de
agua en el TC mientras que en el TC2 se utilizé 200 ml de suero pasteurizado sin cepa
probidtica. Para ello se plante6 un disefio en bloques completo al azar y una prueba de
Tukey con un nivel de significancia del 5% para la determinacion de diferencias
significativas entre los resultados del analisis microbioldgico y los dias de almacenamiento
del pan (1, 8 y 15). Ademas, se aplicd una prueba de hipdtesis unilateral de area derecha
para la media con varianza desconocida. Se definio las ventajas en el aspecto
microbiologico que tiene la utilizacion de esta cepa, principalmente la actividad
antifungica que esta cepa posee, el tratamiento TS3 dio como resultado una ausencia de
mohos y levaduras en el dia 15 del control donde, ademas los resultados sugieren que esta
adicion puede influir de manera positiva en aspectos como la grasa, la proteina con un
aumento del 48,94 % con respecto al pan convencional potenciando asi su valor nutricional
y reduce minimamente la humedad de 31,63 % del pan convencional a 29,40 % lo que
beneficia su conservacion. En conclusion, esta investigacion ha explorado el potencial del
suero de queseria fermentado con L. plantarum como un aditivo beneficioso en la
elaboracion de pan. Ademas, para avanzar mas en este campo de estudio seria beneficioso
explorar diferentes variables de fermentacion y concentraciones bacterianas para optimizar
aun mas la calidad y seguridad del producto final.

Palabras claves: pan, suero de queseria, vida util, Lactobacillus plantarum,
fermentacion.



ABSTRACT

There is currently a growing concern about the shelf life of food products,
therefore, some kind of alternative must be found to solve issues such as microbiological
deterioration. Bread, due to its composition, has a very limited shelf life, which is why the
objective of the research is to analyze the effect of incorporating fermented cheese whey
with Lactobacillus plantarum in bread making. For this purpose, three treatments were
established whose variable was the concentrations in relation to mass volume, which
consisted of 0.25% corresponding to TS1; 0.5% which belongs to TS2; and finally, 0.75%
was used corresponding to TS3 where the mass represented the amount of probiotic strain
in powder of L. plantarum in 200 ml of pasteurized whey and two control treatments TC
and TC2 whose difference lies in that the fermented whey in the preparation of bread was
replaced by 200 ml of water in TC while in TC2 200 ml of pasteurized whey without
probiotic strain was used. For this purpose, a complete randomized block design and a
Tukey test with a significance level of 5% were proposed to determine significant
differences between the results of the microbiological analysis and the days of storage of
the bread (1, 8 and 15). In addition, a right-sided area hypothesis test was applied for the
mean with unknown variance. The advantages of using this strain in the microbiological
aspect were defined, mainly the antifungal activity that this strain has. The TS3 treatment
resulted in an absence of molds and yeasts on day 15 of the control. In addition, the results
suggest that this addition can positively influence aspects such as fat and protein with an
increase of 48.94% compared to conventional bread, thus enhancing its nutritional value
and minimally reducing humidity from 31.63% of conventional bread to 29.40%, which
benefits its conservation. In conclusion, this research has explored the potential of cheese
whey fermented with L. plantarum as a beneficial additive in bread making. In addition, to
advance further in this field of study, it would be beneficial to explore different
fermentation variables and bacterial concentrations to further optimize the quality and
safety of the final product.

Keywords: bread, cheese whey, shelf life, Lactobacillus plantarum, fermentation.
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CAPITULO I. INTRODUCCION.
1.1 Antecedentes

Uno de los subproductos clave de la industria lactea es el suero de queseria, que es
el liquido resultante después de separar la caseina durante la fabricacion del queso. Segun
datos del Centro de Industrias lacteas [CIL] (2019) se genera cerca de 900 mil litros de
suero al dia, pero solo el 10 % es utilizado en la industria ecuatoriana lo que significa que
el 90 % de suero es desechado en suelos y cuerpos de agua, lo que genera un dafio
ambiental considerable. A pesar de estos desafios, el suero de queseria también contiene
proteinas, lipidos y minerales, que lo convierten en un valioso ingrediente en la produccion
de diversos alimentos (Zotta et al., 2020).

Este subproducto debido a su composicion es rico en lactosa, proteinas y grasas, lo
que resulta en un alto contenido de DBO (Demanda bioguimica de oxigeno) y DQO
(Demanda quimica de oxigeno), que pueden afectar negativamente al medio ambiente si no
se manejan adecuadamente. (David & Ramirez, 2022)

Por otro lado, la produccién y consumo de pan son aspectos fundamentales en la
cultura alimentaria ecuatoriana. Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Censos
[INEC] (2023), el pan es el producto mas consumido por los ecuatorianos entre 20
alimentos principales. Es especialmente popular entre las clases sociales mas bajas,
quienes destinan una mayor proporcion de sus ingresos a adquirir este producto. En
términos de volumen, el pan representa el mayor porcentaje de alimentos adquiridos por un
hogar. Por eso, uno de los desafios de la industria panadera es conservar la frescura y
calidad del pan durante su vida util, factores como la contaminacion fisica, quimica y
microbiologica afectan a estas industrias, especialmente en un contexto donde el
desperdicio de alimentos preocupa cada vez mas.

Gutiérrez (2020) menciona que, la duracion de la vida Gtil de un alimento se ve
influenciada por una variedad de factores, que pueden agruparse en dos categorias
principales: intrinsecos y extrinsecos. Ambos tipos de factores comparten un elemento
crucial: la microbiota asociada. Los factores inherentes al producto final determinan su
vulnerabilidad al deterioro microbiolégico a lo largo de su tiempo de conservacion. Cada
tipo de microorganismo exhibe un rango especifico de condiciones de crecimiento,
definido por valores maximos y minimos tales como: E.coli, Staphylococcus aereus,
mesofilos aerobios, mohos y levaduras, otras fisicoquimicos como la temperatura, pH y
actividad del agua (aw), dentro de los cuales pueden desarrollarse y multiplicarse estos
microorganismos patdgenos lo que causaria una contaminacion en el producto.

La posibilidad de contaminacion de los alimentos puede ocurrir en cualquier fase
del proceso: produccion o distribucion. Los estudios de vida atil tienen un efecto
significativo en la seguridad alimentaria, al proporcionar garantias de que un alimento es
seguro, no supone riesgos para la salud, esta libre de contaminacion o que, en caso de
contaminacion, no representa un peligro para el consumidor y, ademas, cumple con las
caracteristicas de calidad esperadas (Hernandez, 2020).



En el suero de queseria su fermentacion mediante el uso de Lactobacillus
plantarum, conocidas por su capacidad probiotica y propiedades antimicrobianas, puede
generar metabolitos beneficiosos que contribuyen a la conservacion del pan. Estos
metabolitos incluyen acidos organicos, péptidos antimicrobianos y compuestos con
actividad antioxidante (1zzo et al., 2020).

La evaluacion del pan afiadiendo suero de queseria fermentado con el uso de
Lactobacillus es una solucién para abordar uno de los principales factores de
contaminacion microbioldgica, los mohos y levaduras, que impactan negativamente en la
vida util y calidad del pan. Por tanto, el objetivo del trabajo de investigacion es evaluar el
efecto de la adicion de suero de queseria fermentado con Lactobacillus plantarum. El
estudio experimental analiza diferentes concentraciones de suero fermentado con este
probidtico y evalla diversos pardmetros, como las propiedades fisicoquimicas y
microbiologicas.

1.2 Problema
1.2.1 Planteamiento del problema

En un estudio realizado por Garcia et al. (2019) afirma que el pan, siendo un
producto alimenticio perecedero, experimenta una disminucion en su calidad y frescura a
medida que transcurre el tiempo de almacenamiento. Desde wuna perspectiva
microbiologica, la reduccion en la duracion de la vida de los productos de panaderia se
atribuye al crecimiento de hongos filamentosos 0 mohos.

Como expresa Dopazo et al. (2023) entre todas las variedades de mohos que pueden
contaminar los alimentos, los productos de panaderia destacan por su alta susceptibilidad a
la contaminacion por especies como Aspergillus, Penicillium, Fusarium y Rhizopus.
Especificamente, se ha observado que los géneros Aspergillus y Penicillium son los mas
perjudiciales para la salud humana. El desarrollo de mohos en los alimentos es un
importante problema econdmico y constituye una de las principales preocupaciones
expresadas por los consumidores.

Por otro lado, la falta de conocimiento o conciencia dentro de la industria
panificadora puede deberse a que muchos panaderos no estan plenamente informados
sobre las ventajas que microorganismos especificos pueden aportar, como Lactobacillus
plantarum, que puede ofrecer en términos de mejoramiento de calidad y las caracteristicas
del pan una gran ventaja. Asimismo, en la actualidad, se observa una creciente preferencia
entre los consumidores de alimentos por productos elaborados con ingredientes naturales
(Dopazo et al., 2023).

Por la composiciéon quimica del suero de leche, su eliminacién inapropiada puede
convertirlo en un liquido altamente contaminante para los cuerpos de agua y suelos.
Cuando se vierte en corrientes de agua, la elevada concentracion de materia organica en el
suero de leche aumenta mucho la demanda de oxigeno, en cuanto a suelos, la descarga
continua de suero de leche altera las propiedades fisicoquimicas del suelo, reduciendo el
rendimiento de los cultivos. Ademas, el suero de leche contiene nitrégeno, que puede



provocar la lixiviacion de nutrientes en el suelo. Como resultado, las capas superiores del
suelo pierden sus compuestos nutritivos y se vuelven mas acidas, es por esta razon que
encontrar una utilizacion del suero de leche es de vital importancia para evitar la
contaminacion que este producto genera (Prolactea, 2023).

1.2.2. Formulacion del problema

¢Cual es el efecto de la adicion de suero dulce de queseria fermentado con
Lactobacillus plantarum en las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas del pan en
contraste con el pan convencional?

1.3 Justificacion

Esta investigacion busca evaluar el impacto de la incorporacion de suero de
queseria fermentado con Lactobacillus plantarum en la vida Gtil del pan. Estudios previos
han demostrado que la inclusidon de este microorganismo mejora la vida atil del pan en el
aspecto microbioldgico (1zzo et al., 2020).

Las cepas Lactobacillus plantarum son conocidas por su capacidad probidtica y
propiedades antimicrobianas, ademés de las capacidades para producir diversas y potentes
bacteriocinas, que son péptidos antimicrobianos con posibles aplicaciones como
conservantes de alimentos o agentes antibioticos complementarios, lo que puede inhibir el
crecimiento de mohos y bacterias patdgenas en el pan, lo que ayudaria en uno de los
factores méas importantes para su vida util y mejoraria su seguridad alimentaria (1zzo et al.,
2020).

Segun Garcia (2022) los panes elaborados y fortificados con suero de leche son
altamente valorados por su potencial para ser comercializados exitosamente entre
consumidores que buscan alimentos libres de gluten y con mayor contenido proteico en su
dieta. Ademas, se observo que la adicion de este suero de leche modifico la textura del pan,
otorgandole una mejor apariencia y un mayor valor nutricional.

Valerio et al. (2017) expresa que, en el presente, existe una creciente solicitud entre
los panaderos de aumentar la eficiencia en la produccién sin sacrificar la calidad y la
aceptacion por parte de los consumidores de los productos horneados Por eso la
investigacion es beneficiosa y un estudio de gran relevancia en la industria alimentaria.
Este estudio aspira presentar una opcién natural y sostenible para preservar la frescura y
calidad del pan, con el fin de prescindir de aditivos quimicos o conservantes artificiales
como el propionato de calcio, lo cual es esencial para abordar las demandas de los
consumidores contemporaneos centrados en ingredientes saludables y practicas
sostenibles.

Por otro lado, la adicion de suero de queseria fermentado en la produccion de pan
aprovecha un subproducto de la industria lactea, lo que significa una reduccién del impacto
ambiental que este desecho genera. El suero de queseria es un producto de alto valor
nutricional rico en proteinas, lactosa, minerales y compuestos bioactivos, lo que lo
convierte en un ingrediente potencialmente beneficioso para su aprovechamiento en el



proceso de fabricacion del pan, pero sobre todo es el medio adecuado para que la cepa de
L. plantarum pueda desarrollarse de la mejor manera posible (Dopazo et al., 2023).

1.4 Objetivos
1.4.1 General

« Evaluar el efecto de la adicion de suero de queseria fermentado con Lactobacillus
plantarum en la elaboracion de pan.

1.4.2 Especificos

» Establecer formulaciones a base de diferentes concentraciones de suero fermentado
con Lactobacillus plantarum mediante la experimentacion y revision bibliografica en
la elaboracion del pan.

» Analizar las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas del pan afiadido el suero
fermentado con Lactobacillus plantarum en comparacion a un pan convencional



CAPITULO Il. ESTADO DEL ARTE Y MARCO TEORICO
2.1.Estado del arte

Segun Estofanero (2016) indicd que, la degradacion del pan generalmente ocurre
debido a la presencia de moho, que son organismos fungales que se encuentran tanto en el
medio ambiente como en &reas con alta humedad y poca luz. EI moho es el factor principal
que limita la vida util de los productos con humedad altos 0 moderados, y es la principal
causa de pérdidas econdmicas en la industria panificadora.

De acuerdo con  Seddik et al. (2017) mencion6 que los compuestos
antimicrobianos generados por las bacterias acido lacticas contribuyen a la preservacion de
una amplia gama de alimentos. Su aplicacion como bioconservantes podria disminuir la
necesidad de conservantes sintéticos y procedimientos térmicos agresivos, lo que resultaria
en productos alimenticios minimamente procesados y de origen natural.

La biopreservacion que se basa en el uso de bacterias lacticas (BAL) y sus
metabolitos, podria contribuir a mejorar la seguridad alimentaria y ofrecer otros beneficios
para la salud humana. Esto se debe a su capacidad para aumentar el valor nutricional de los
alimentos mediante la produccion de vitaminas, acidos organicos y otros compuestos
bioactivos. Ademas, las bacterias lacticas muestran actividad antibacteriana y antifingica,
lo que indica ain mas su potencial como método de preservacion alimentaria seguro y
saludable (Zapasnik et al., 2022).

Citando a Dinev et al. (2018) L. plantarum es una BAL con una potente actividad
antimicrobiana. Esto significa que puede inhibir el crecimiento de otros microorganismos,
incluidos los patdgenos. Por esta razon, Lactobacillus plantarum se puede utilizar como
bioconservante en alimentos, para prolongar su vida util y reducir el riesgo de
contaminacion. También se puede utilizar como agente terapéutico para tratar infecciones
causadas por microorganismos susceptibles.

Gerekova et al. (2011) dice que las cepas de Lactobacillus se usan como cultivos
iniciales en la industria panificadora. Sus funciones metabdlicas no solo permiten
prolongar la vida util mediante la acidificacion, sino que también contribuyen a las
propiedades sensoriales y tecnoldgicas de los productos horneados. Actualmente, hay una
creciente demanda entre los panaderos para agilizar la produccion sin comprometer la
calidad y aceptacion de los consumidores de los productos horneados.

Desde el punto de vista de Espinoza, (2022) deduce que la incorporacion de
bacterias acido lacticas encapsuladas resultd eficaz para extender significativamente la
durabilidad de los productos de panaderia artesanal como por ejemplo panes tradicionales,
panes de masa madre o baguettes dando lugar a una prolongacion de la vida Gtil en anaquel
de hasta 2 dias adicionales con éxito.

En un estudio realizado por Luz et al. (2021) se emplearon bacterias acido lacticas
(BAL), reconocidas por su capacidad para inhibir el crecimiento de hongos. Estas BAL



fermentaron el suero de Mozzarella de Bufala durante 72 horas a 37 °C, esto dio lugar al
suero fermentado (BWF). Este BWF fue caracterizado y utilizado como bioconservante en
la elaboracion de pan, lo cual demostr6 efectos positivos en la prolongacién de su vida util.
Las cepas especificas de Lactobacillus plantarum (TR7 y TR2) presentaron una alta
concentracion de acido lactico en el BWF durante su fermentacion, fortaleciendo su
capacidad bioconservante. El andlisis de compuestos orgénicos volatiles (COV) del pan
reveld cambios significativos al utilizar BWF, sugiriendo mejoras potenciales en su sabor y
aroma. Ademas, el pan tratado con extracto de BWF mostrd un incremento en su actividad
antioxidante, evaluada mediante el ensayo Radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH), lo
que podria implicar beneficios adicionales para la salud. En conclusion, el uso de BWF
como bioconservante prometié prolongar la vida atil del pan comparado con métodos
conservantes tradicionales como el propionato de calcio.

Dopazo et al. (2023) en su estudio evaluacion de la vida datil y propiedades
tecnologicas del pan elaborado con suero de leche fermentado con bacterias del género
acido lactico como ingrediente bioactivo menciona que, la adicion de suero fermentado en
una concentracion del 5 % aumentd la aparicion de metabolitos antifingicos como el cido
lactico y acido fenilactico lo que logré alargar la vida atil del pan contaminado con
Aspergillus flavus y Penicillium verrucosum, y redujo significativamente su poblacion
luego de 7 dias en comparacion con un pan convencional.

Considernado a lzzo et al. (2020) afirma que la inclusion de suero de leche
fermentado resulté en una prolongacion de la vida datil del pan de pita. Después de la
aplicacion de Penicillium en la superficie del pan, se pudo observar un incremento en la
duracion hasta el dia 8 en comparacion con el grupo de control positivo. Ademas, en
condiciones de contaminacion natural, se registré una extension de la vida util hasta el dia
19. Estos hallazgos sugieren que la adicion de suero fermentado puede ser eficaz para
aumentar la longevidad del pan de pita y protegerlo contra la proliferacion de
microorganismos dafiinos. Desde el punto de vista antimicrobiano, se observd que, al
reemplazar toda el agua en la masa con suero fermentado, se logré la mayor reduccién
(100 %) en el crecimiento de hongos. El uso exclusivo de suero fermentado como sustituto
del agua en la masa demostrd ser efectivo para inhibir el crecimiento de hongos
completamente.

2.2.Marco tebrico
2.2.1. Leche

La leche de vaca es un componente esencial en la alimentacion de los seres
humanos durante todas las etapas de la vida. Su procesamiento industrial ha facilitado su
disponibilidad para la poblacion en general, tiene un impacto significativo en la mejora de
la salud. Desde una perspectiva de su composicion, la leche es un alimento completo y
balanceado, que proporciona una concentracion elevada de nutrientes en relacion con su
aporte calorico. Por lo tanto, se considera necesario incluirla en la dieta desde la infancia
hasta la edad adulta avanzada. Los beneficios de la leche de vaca no se limitan Unicamente
a su valor nutricional, sino que también se extienden a la prevencion de diversas



enfermedades, como las enfermedades cardiovasculares, ciertos tipos de cancer, la
hipertension arterial, asi como a la salud dsea y bucal. Ademas, la leche puede desempefiar
un papel importante en la lucha contra el exceso de peso y la obesidad infantil (Fernandez
etal., 2015).

2.2.2. Queso

La palabra "queso" proviene del término en latin "caseus". Se trata de un sélido que
se obtiene a partir de la leche cuajada de diversos mamiferos como; vacas, ovejas, cabras,
bufalos y camellos, entre otros. En este proceso, los expertos en la materia sefialan que la
leche se coagula mediante la accion combinada de cuajo y una cierta acidificacion.
Bacterias desempefian un papel esencial en este proceso al acidificar la leche y al definir la
textura y el sabor caracteristicos de cada tipo de queso (Pérez y Gardey, 2023).

2.2.3. Suero de leche

El suero de leche, conocido también como lactosuero, se denomina al subproducto
lacteo que se obtiene durante la fabricacion del queso. Aunque no puede considerarse
como un sustituto completo de la leche de vaca debido a que es una fraccion de esta, el
suero de leche contiene nutrientes y compuestos que poseen potenciales beneficios
nutricionales y funcionales. Entre estos nutrientes, el calcio puede encontrarse en
cantidades significativas, donde llega a representar hasta el 90 % de la concentracion
inicial de este mineral en la leche. Se ha evidenciado que el calcio presente en el suero
lacteo exhibe una mayor biodisponibilidad, incluso supera a las sales minerales utilizadas
en la fortificacion de alimentos o como suplementos nutricionales. Esta mayor
biodisponibilidad se atribuye al contenido de nutrientes presentes en el suero,
especialmente proteinas y lactosa. Cabe destacar que la tecnologia empleada en el
procesamiento del suero puede influir en la concentracion y biodisponibilidad del calcio en
el producto final (Poveda et al., 2013).

2.2.4. Fermentacion de alimentos por bacterias acido lacticas.

La fermentacion de varios productos mediante bacterias acido lacticas es una
técnica ancestral para conservar alimentos. Aungue se conoce desde hace mas de un siglo
el antagonismo entre bacterias, recientemente ha recibido mayor atencion cientifica,
especialmente en cuanto al uso de diversas cepas de estas bacterias. Algunas cepas han
demostrado ser efectivas contra patdgenos alimentarios como bacterias, levaduras y
hongos. Ademads, estudios recientes han destacado su capacidad para neutralizar
micotoxinas producidas por estos microorganismos. La actividad antimicrobiana de las
bacterias del &cido lactico se basa principalmente en la produccion de &cido lactico, acidos
organicos, hidroperéxidos y bacteriocinas. También se sugieren otros mecanismos que
podrian contribuir a esta actividad. Estas propiedades son significativas, ya que podrian
sustituir métodos de conservacion quimicos y fisicos por métodos bioldgicos basados en
bacterias y metabolitos. La bioconservacion, que implica extender la vida atil y mejorar la
seguridad alimentaria mediante el uso de microorganismos o sus metabolitos controlados,
podria ofrecer una alternativa sostenible a los conservantes quimicos (Zapasnik et al.,
2022).
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2.2.5. Suero de leche fermentado con bacterias acido lacticas

El suero de leche fermentado con bacterias acido lacticas resulta de la accion de
cepas especificas de dichas bacterias sobre el suero de leche. Durante este proceso, las
bacterias metabolizan los azucares presentes, como la lactosa, generando &cido lactico
como subproducto. Esta fermentacion conlleva cambios en las caracteristicas
organolépticas y nutricionales del suero, afectando su sabor, textura y propiedades
fisicoquimicas, lo que podria resultar en un producto con mayor valor afiadido y
potenciales beneficios para la salud (lzzo et al., 2020).

Las bacterias acido lacticas utilizadas en la fermentacion pueden incluir especies
como Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus y Bifidobacterium. Estas bacterias son
conocidas por sus propiedades beneficiosas, como la capacidad de mejorar la digestion de
la lactosa en personas intolerantes a la misma, promover la salud intestinal y fortalecer el
sistema inmunolégico (Dopazo et al., 2023).

Es esencial disponer de una fuente constante de energia para asegurar la
supervivencia de las bacterias lacticas. En el suero de leche, esta provision de energia se
obtiene principalmente de la lactosa, que constituye la fuente de carbono méas facilmente
accesible, se debe tener en cuenta que la composicion y las propiedades del suero de leche
fermentado pueden variar dependiendo de los tipos de bacterias acido lacticas utilizadas,
las condiciones de fermentacion y otros factores relacionados con el proceso de produccién
(Benavides, 2019).

2.2.6. Actividad Antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se refiere a la capacidad de una sustancia, compuesto
quimico, producto natural o agente biologico para inhibir el crecimiento o la supervivencia
de microorganismos, como bacterias, hongos, virus u otros patogenos. Esta actividad
puede manifestarse de diversas formas, como la inhibicién del crecimiento microbiano, la
destruccion de los microorganismos o la interferencia en sus procesos metabdlicos. La
actividad antimicrobiana es importante en diversas aplicaciones, incluida la industria
alimentaria, farmacéutica, cosmética y salud publica, donde se utilizan agentes
antimicrobianos para prevenir la contaminacion de alimentos y productos, tratar
infecciones bacterianas o fangicas y promover la higiene y la seguridad microbioldgica.
Los agentes antimicrobianos pueden ser naturales, como ciertos extractos de plantas o
aceites esenciales o sintéticos, como los antibioticos y desinfectantes quimicos (Sanchez,
2016).

La actividad antifungica se refiere al fendmeno mediante el cual una sustancia, ya
sea de origen natural o sintético, puede reducir el desarrollo o incluso causar la muerte de
los hongos que infectan un organismo, sin ocasionar perjuicios al huésped (Mafiuico,
2023).

2.2.7. Lactobacillus plantarum y sus caracteristicas.

L. plantarum es una especie de bacteria acido lactica que se encuentra en diversos
ambientes, como vegetales fermentados, productos lacteos y el tracto gastrointestinal
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humano. ElI numero de investigaciones que respaldan los efectos probidticos de
Lactobacillus plantarum estd en aumento y destaca por su capacidad de adaptacion y
plasticidad gendmica. Ademas, otra caracteristica importante de L. plantarum es su
capacidad para producir diversas y potentes bacteriocinas, que son péeptidos
antimicrobianos con posibles aplicaciones como conservantes de alimentos o como
complemento a los antibi6ticos (Seddik et al., 2017).

Conforme a Seddik et al. (2017) esta bacteria presenta varias caracteristicas

distintivas:

a)

b)

d)

Adaptabilidad: L. plantarum tiene una gran capacidad de adaptacion a diferentes
condiciones ambientales, lo que le permite sobrevivir y prosperar en una amplia
gama de nichos ecoldgicos.

Produccién de metabolitos: L. plantarum tiene la capacidad de producir una
variedad de metabolitos, como &cidos organicos, enzimas digestivas y sustancias
antimicrobianas, que pueden desempefiar un papel en la promocion de la salud y la
inhibicidn de microorganismos patogenos.

Bacteriocinas: L. plantarum produce bacteriocinas, que son péptidos
antimicrobianos con propiedades de inhibicion contra bacterias patdgenas. Estas
bacteriocinas pueden tener aplicaciones potenciales como conservantes de
alimentos o como agentes complementarios a los antibioticos.

Efectos probidticos: Se ha demostrado que L. plantarum tiene efectos beneficiosos
para la salud humana, como la mejora de la salud intestinal, la modulacion del
sistema inmunoldgico y la prevencion de enfermedades. Estos efectos se atribuyen
en parte a su capacidad para colonizar el tracto gastrointestinal y mantener un
equilibrio microbiano saludable.
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Figural

Lactobacillus plantarum

w

Nota. Bacteria grampositiva del género Lactobacillus. Visualmente, se distingue por su

forma alargada y bacilar. (Ibrahim Abdulgawad, 2016)

2.2.8. Elpan

El pan es un alimento basico que se elabora a partir de una masa, la cual puede ser
fermentada o no. La base de la masa es harina y agua potable, a la que se puede afadir
levadura, sal y otras sustancias permitidas para este tipo de productos (NTE INEN 2495,
2014).

Segin Ordofiez et al. (2010) el pan es un alimento rico en carbohidratos,
proporciona energia necesaria para el funcionamiento del organismo, ademas, contiene una
variedad de nutrientes esenciales como proteinas, vitaminas del grupo B, minerales como
hierro, calcio, y fibra dietética. Estos nutrientes son esenciales para el crecimiento y
desarrollo adecuado, asi como para mantener una buena salud en general.

Como sefiala el Ministerio de Salud Publica [MSP] (2023), el pan y los cereales
deben formar parte de una alimentacion equilibrada y se recomienda consumir al menos 6
porciones al dia de alimentos ricos en carbohidratos, como el pan. Esta recomendacion se
basa en las necesidades energéticas de la poblacion y en los beneficios nutricionales que
aporta este alimento.

2.2.9. Cambios fisicos y quimicos durante la conservacion del pan.

Durante el almacenamiento del pan, pueden ocurrir cambios fisicos y quimicos que
afectan su frescura y calidad. Algunos de estos cambios incluyen la pérdida de humedad, la
retrogradacion del almiddn, la oxidacion de lipidos y las reacciones de Maillard. Estos
procesos pueden influir en la textura, sabor y aspecto del pan. El pan es susceptible al
crecimiento de microorganismos, como bacterias y hongos, que pueden causar deterioro y
afectar su vida dtil. Es importante comprender los principales microorganismos
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involucrados en el deterioro del pan y las condiciones que favorecen su crecimiento, como
la humedad y la temperatura (Jaramillo, 2020).

2.2.10. Métodos de conservacion del pan

El pan es altamente susceptible a la contaminacion por moho. El proceso de
enfriamiento, rebanado y empaquetado crea condiciones optimas para la incubacion de
moho debido a la alta humedad del pan, que puede alcanzar alrededor del 38 % (Tejero,
2019).

Este mismo autor indica que los panaderos tienen a su disposicién varios métodos
para combatir el crecimiento de moho las cuales son:

a) Luz ultravioleta: Se utiliza para desinfectar el ambiente y controlar la propagacion
del moho. Aunque no es muy efectivo directamente sobre la superficie del pan, se
puede aplicar en salas de enfriamiento, areas de empaquetado y transportadoras.

b) Microondas: Consiste en someter el pan una vez rebanado y empaquetado a la
accion de microondas. Esto se utiliza un horno de banda transportadora a una
frecuencia de 2450 megaciclos/segundos para alcanzar una temperatura de 66 °C
durante 30 segundos a 2 minutos.

c) Envasado aséptico: Implica enfriar, cortar y envasar el pan en condiciones
estériles. El envasado puede ser descontaminado mediante luz ultravioleta o
mediante la aplicacion de agentes antimicrobianos como propionato calcico al 10 %
0 sorbato potasico al 5 %.

d) Envasado en atmodsfera modificada: Este método implica reemplazar el aire del
interior de la bolsa de plastico por otro gas. Al eliminar el aire, que es necesario
para la germinacion del moho, se logra un efecto fungicida que prolonga la
conservacion del pan.

e) Conservantes quimicos: La adicion de conservantes o antimohos esta regulada por
normativas, que establecen cantidades maximas permitidas para cada aditivo. Estos
conservantes interfieren en la accion de la levadura, retrasa la fermentacion. Por lo
tanto, se requiere agregar mas levadura para compensar el tiempo de fermentacion.
Algunos conservantes efectivos para el pan de molde son el propionato célcico,
sorbato potasico y acido sérbico.

2.2.11. Crecimiento microbiano en el pan

Un estudio realizado por Jaramillo (2020) nos menciona que el crecimiento de
microorganismos, incluidos hongos y bacterias, es uno de los principales factores que
contribuyen al deterioro del pan, en el mismo estudio se encontrd que la presencia de
hongos y bacterias en el pan estd relacionada con condiciones de almacenamiento
inadecuadas, como alta humedad y temperaturas calidas. Estos microorganismos pueden
causar cambios sensoriales, como mal olor y sabor, asi como deterioro visual, como la
formacion de moho. El crecimiento de hongos y mohos en el pan es un fendmeno comun
que contribuye al deterioro del producto. Estos microorganismos son responsables de
cambios sensoriales, como mal olor, sabor desagradable y apariencia no deseada en forma
de manchas o crecimiento visible en la superficie del pan.
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Existen varios factores que favorecen el crecimiento de hongos y mohos en el pan,

incluyen:

a)

b)

d)

Humedad: Segun Pino (2020) un alto nivel de humedad en el pan crea un ambiente
ideal para el crecimiento de mohos, levaduras y algunas bacterias. Estos
microorganismos utilizan el agua presente en el pan para desarrollarse y
descomponer los nutrientes, altera el sabor, la textura y la apariencia del producto.
Para prolongar la vida util del pan, es fundamental controlar la humedad mediante
un adecuado empaquetado, almacenamiento en condiciones frescas y secas, y en
algunos casos, la adicion de conservantes. La humedad, al proporcionar un medio
acuoso y nutrientes, acelera los procesos de deterioro microbiano en el pan.
Temperatura: De acuerdo con De la Cruz (2018) las altas temperaturas crean las
condiciones ideales para que los hongos y mohos se multipliquen rapidamente en el
pan.

Contaminacién cruzada: Considerando a Garcia et al, (2019) la contaminacién
cruzada, es decir, el contacto con alimentos contaminados o superficies infestadas
de hongos y mohos favorece el crecimiento de estos microorganismos en el pan.
Calidad de los ingredientes: Valerio et al, (2017) menciona que la calidad de los
ingredientes, especialmente de la harina, influye directamente en la aparicion de
hongos y mohos en el pan. Las esporas de estos microorganismos, presentes en
ingredientes contaminados, pueden sobrevivir al proceso de elaboracion y
desarrollarse en el producto final, afectando su calidad y seguridad alimentaria.

Para prevenir el crecimiento de hongos y mohos en el pan, se pueden
implementar medidas de control, como:

Mantener una buena higiene durante el proceso de fabricacion del pan.

Almacenar el pan en condiciones adecuadas, preferiblemente en un ambiente fresco
Yy Seco.

Utilizar empaques herméticos para proteger el pan de la humedad y la
contaminacion.

Controlar la calidad de los ingredientes utilizados en la elaboracion del pan.
(Jaramillo, 2020)

Es importante destacar que el crecimiento de hongos y mohos en el pan no solo

afecta la calidad sensorial, sino que también puede tener implicaciones para la seguridad
alimentaria. Algunos hongos y mohos pueden producir toxinas peligrosas para la salud
humana, por lo que es esencial prevenir su crecimiento y consumo de productos
contaminados (Jaramillo, 2020).

2.2.12. Vida util de un producto

La vida util de un alimento se define como el periodo en el que, bajo condiciones

controladas de almacenamiento, experimenta pérdida de sus propiedades sensoriales y
fisicoquimicas, asi como cambios en su perfil microbiolédgico. Esto implica que el alimento
debe permanecer seguro para el consumo, conservar sus caracteristicas sensoriales,
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fisicoquimicas, microbiologicas y funcionales deseadas, y cumplir con las declaraciones
nutricionales o de propiedades saludables, siempre que se mantengan las condiciones de
conservacion adecuadas. Es crucial entender los diversos mecanismos de deterioro que
pueden afectar al alimento, como la pérdida de sus cualidades sensoriales, la disminucion
de las propiedades nutricionales y saludables declaradas, y eventualmente la pérdida de su
inocuidad, para determinar con precision su vida atil (Gutierrez, 2020).
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CAPITULO Ill. METODOLOGIA.
3.1.Tipo de Investigacién

El estudio se adhiri6 a los principios metodologicos de una investigacién
cuantitativa por la naturaleza de sus objetivos. Este enfoque cuantitativo permitio una
evaluacion rigurosa y precisa de los efectos de la adicion de suero fermentado en la calidad
y propiedades del pan elaborado. Conjuntamente, se llevo a cabo una revision bibliogréafica
para obtener informacion relevante sobre la concentracion Optima en este proceso. Las
variables numéricas fueron operadas con el fin de llevar a cabo los andlisis estadisticos
necesarios.

Adicionalmente, corresponde a una investigacion de tipo experimental, ya que, se
elabord pan mediante diferentes concentraciones de suero fermentado a través de pruebas
preliminares, con ello se pudo observar el efecto resultante en la variable dependiente. Se
compararon con dos tratamientos control; uno utilizando una base de pan estandar y otro
reemplazando el suero de leche por agua, segun la metodologia del autor.

Una vez se determind la concentracién 6ptima mediante un andlisis microbiol6gico
al dia 1, 8 y 15, por triplicado, se analiz6 las caracteristicas fisicoquimicas y
microbiologicas del tratamiento ganador con respecto a un pan convencional como control
de calidad en el producto terminado donde se definio las ventajas de este fermento.

3.2. Disefio de investigacion
3.2.1. Unidad Estadistica

Suero de queseria fermentado con la cepa Lactobacillus plantarum.
Pan elaborado con suero fermentado con la cepa Lactobacillus plantarum.

3.2.2. Lugar de estudio

La investigacion se realizo en la carrera de Agroindustria de la Universidad
Nacional de Chimborazo campus 1.5 km via Guano.

La elaboracion de los panes se realiz6 en el laboratorio de procesos y los andlisis
fisicoquimicos - microbiol6gicos en el laboratorio de Control de Calidad.

3.2.3. Procedimiento Experimental
Diagrama de flujo

El procedimiento se dividié en tres fases: primero, se activd la cepa de
Lactobacillus plantarum; luego, se prepar0 el suero fermentado utilizando esta cepa; y
finalmente, se llevd a cabo la produccion del pan incorporando el suero fermentado.
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Figura 2
Diagrama de flujo del proceso

MRS agar
37*Cporddh

Inicia

Activacion de la cepa

|dentificacian

Obtencion de Adtivacionde | Preparacion del ’
|3 bacteria vaciande a medio de Inoculacion Incubacion
£epa .
Lplantarum cultivo

70°C por 40
P> 63 min 40°C
Recoleccion del Filtraciony
SUETD control de Pasterurizacion Enfriamiento
volumen

Preparacion del suero fermentado

Fermentacion

Harina, sal,

azlcar, levadura .
. 20 min

Cortes en

porciones de S0 g

Pesaie d Adicion del
) eszj.ente SUEro Homogenizacion Amasado Reposo
ingredientes fermentado

Corte y pesaje

Inicia

Elaboracion del pan

O(_{Almace;amlent Enfriamienta H Horneado Reposo 2
Fin .
2007 C por 10 min
35 min

Nota. El programa utilizado para la elaboracion de este diagrama de flujo fue Bizagi.
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Descripcion del proceso
Activacién de la cepa

Se consiguié Lactobacillus plantarum de la empresa "Foods for Gut" como un
probidtico de cepa individual en polvo. Luego, se tomd 2 g del probidtico y se coloco en
20 ml de suero fisioldgico, homogeneizandolo con un asa microbiologica. Este proceso se
llevé a cabo para evaluar su actividad antifungica y determinar su idoneidad para la
investigacion.

Para el cultivo de la cepa, se empled MRS agar, seleccionado por su capacidad para
proporcionar condiciones Optimas para el crecimiento y viabilidad de Lactobacillus
plantarum lo que garantiz6 un entorno propicio para sus caracteristicas metabdlicas y su
reproduccion (Thermo Scientific, 2024).

En el proceso de inoculacién se eligieron hisopos como vehiculo de inoculacion.
Posteriormente, se incubd a 37°C durante 48 horas siguiendo las indicaciones del medio de
cultivo. Finalmente, se llevo a cabo la identificacion mediante tincion de Gram, una técnica
utilizada para clasificar bacterias segun las caracteristicas de su pared celular en Gram
positivas y Gram negativas.

Actividad antifungica

Se prepararon placas Petri con medio PDA agar, y se inocul6 el cultivo de
Penicillium aislado obtenido en la provincia de Bolivar en el cantdén Chillanes. Luego, se
incubd la placa a 37 °C durante 24 horas.

Después de las 24 horas y la observacion del correcto crecimiento del hongo, se
colocaron discos de papel de filtro estériles en el suero fermentado de la cepa Lactobacillus
plantarum y un blanco de suero fisiologico en el medio PDA agar durante 24 horas a 37
°C.

Se observo un halo de inhibicion de 12 mm alrededor del disco de papel de filtro
que contenia la suspensién de Lactobacillus plantarum. Este halo indicé que la cepa
Lactobacillus plantarum inhibié el crecimiento de Penicillium en un diametro de 12 mm
mientras que en el blanco no existié halo de inhibicién. De acuerdo con 1zzo et al. (2020)
en su evaluacion de actividad antifingica realizada después de la incubacién, los halos
mayores a 8 mm se consideraron como positivos, lo que sugiere que el area de inhibicion
obtenida en este estudio arrojé resultados favorables contra Penicillium.

Preparacion del suero de queseria fermentado

Se trabajé con suero de queseria dulce mismo que fue abastecido por la empresa
Productos Alimenticios San Salvador y fue recolectado en recipientes plasticos
previamente esterilizados y transportados a 4 °C hacia los laboratorios de la Carrera de
Agroindustria en donde se formuld los diferentes tratamientos para la elaboracion del pan.

Se tomaron 3.500 ml de suero para los posteriores analisis con un pH mayor a 6,5.
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Consecutivamente se realizo la filtracion y el control de volumen en el suero como
parte del control de calidad para garantizar la pureza y precision del producto final.

De acuerdo con Dopazo et al. (2023) se procedid con la pasteurizacion del suero el
cual indicé que la temperatura idénea fue de 70° C por 40 minutos en un bafio maria lo que
permitio eliminar la presencia de agentes patogenos en el suero. Luego se dejé enfriar el
suero hasta una temperatura de 40°C.

Finalmente, en el proceso de fermentacion, se tomaron muestras de suero
pasteurizado de 200 ml donde se hicieron tres mediciones cada una de estas mediciones
consistio en la obtencion de muestras representativas del medio de fermentacién. El
volumen de 200 ml se seleccioné cuidadosamente para proporcionar condiciones
adecuadas y suficientes nutrientes para sustentar el desarrollo microbiano.

La inoculacion se realizd para introducir y propagar la cepa microbiana en el suero
pasteurizad. Este suero servia como medio de cultivo propicio para el crecimiento de los
microorganismos involucrados en el proceso de fermentacion.

Se agreg6 0,59, 1 g,y 1,5 g del probidtico L. plantarum en polvo a 200 ml de suero
pasteurizado. La concentracion del polvo fue de 400 billones de UFC/g es por esta razon
que se realizé diluciones seriadas para una mayor facilidad de conteo. En el conteo una vez
listas las diluciones se colocaron en el medio de cultivo MRS agar, en donde se utilizd
hisopos para su incubacién. La mezcla se incubd durante 24 horas a 37 °C (Fajardo-Argoti
et al., 2021).

Durante la incubacion, las bacterias del L. plantarum se reactivaron sin problemas.
Al final de las 24 horas, la mezcla tuvo una concentracion de bacterias suficiente para su
uso el cual se refleja en la tabla 1.

Tabla 1
Concentracion de L. plantarum para cada tratamiento

Concentracion de

Tratamientos L.plantarum (gramos) Codificacion
L.plantarum (UFC/g)

Control 1 0g 0 UFC/g TC

Control 2 0g 0 UFC/g TC2

Tratamiento 1 059 3,90 = 10°UFC/g TS1

Tratamiento 2 1g 4,51 * 10°UFC/g TS2

Tratamiento 3 15¢g 2,04 « 107UFC/g TS3

Nota. TC. Pan elaborado sin suero de leche; TC2. Pan elaborado con suero de leche sin
fermentacion; TS1. Pan elaborado con suero de leche fermentado con 0,59 de L.
plantarum; TS2. Pan elaborado con suero de leche fermentado con 1g de L. plantarum;
TS3. Pan elaborado con suero de leche fermentado con 1,5g de L. plantarum.
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Elaboracion del pan

Obtencion de la materia prima empleada para la elaboracion del pan: Los
ingredientes del pan como la harina de trigo, azUcar, sal, levadura instantanea y aceite de
oliva virgen extra se compraron en un supermercado de la ciudad de Riobamba, Ecuador.
Se obtuvo agua destilada de los laboratorios de la Universidad Nacional de Chimborazo.

Pesaje de los ingredientes: Una vez realizados los ensayos preliminares y
revisiones bibliograficas, se determin6 la formulacion méas apropiada para el estudio,
donde se pesd 200 g de harina, 4 g de azlcar 8 g de sal y 12 g de levadura para los
diferentes tratamientos en una balanza analitica, esta parte del proceso de elaboracién del
pan es importante porque asegura la reproducibilidad de los resultados, la exactitud en la
formulacion, la minimizacion de errores experimentales y el cumplimiento de estandares y
normativas, lo que en Gltima instancia contribuye a la credibilidad de la investigacion.

Adicion: Se colocd los 200 ml del suero fermentado a los ingredientes a una
temperatura de 40 °C.

Homogenizacion: Se mezclo y distribuyd uniformemente todos los componentes
de la masa para lograr una consistencia equilibrada y garantizar la calidad final del pan.

Amasado: Se amasé durante 20 min esto influyd directamente en la textura final
del pan. Cuanto mas se amasa, mas desarrollado estara el gluten, lo que contribuye a una
miga mas elastica y un pan mas esponjoso.

Reposo 1: Se dejaron reposar las masas durante 60 min por cada tratamiento.

Corte y pesaje: Se llevaron a cabo cortes en la primera masa de pan, con el
propdésito de dividirla en porciones individuales. Cada una de estas porciones se pesé
cuidadosamente, y se estimd que su peso rondaba los 40 g aproximadamente, el mismo
procedimiento se ejecutd con las otras masas de pan.

Reposo 2: Se dejaron reposar a las piezas de 40 g durante un periodo de 15 min
antes del horneado.

Horneado: EIl proceso de horneado se realiz6 a una temperatura constante de 200
°C durante un periodo de 35 minutos para cada tratamiento por separado. Durante esta
etapa, se aplicd calor al pan a la temperatura indicada por el tiempo especificado.

Enfriamiento: Se dejo enfriar a una temperatura ambiente de aproximadamente
17°C, El enfriamiento completo del pan antes de almacenarlo ayudd a prevenir la
condensacién de la humedad en su interior, lo que podria contribuir a la proliferacion de
mohos o bacterias.

Almacenamiento: Finalmente se coloco a las piezas de pan en recipientes inocuos
por separado para facilitar los posteriores analisis.
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3.3.Tecnicas de recoleccion de datos
3.3.1. Andlisis de laboratorio
Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica del suero

Se llevaron a cabo analisis microbioldgicos tanto en el suero fresco como en el
pasteurizado, asi como en los sueros a los que se les afiadié la cepa Lactobacillus
plantarum. Este enfoque se disefi6 con el objetivo de garantizar la mejor calidad del suero
y asegurar asi la calidad del pan resultante. Los analisis microbioldgicos incluyeron la
deteccion y enumeracion de diversos microorganismos, permitiendo evaluar la eficacia de
la pasteurizacion y el impacto de la adicion de L. plantarum en el microbiota del suero.
Estos analisis representan un paso fundamental en la investigacion, ya que proporciond
cantidades idoneas para garantizar la seguridad microbiol6gica del suero y, por ende, del
producto final, contribuyendo a asegurar la calidad y aceptabilidad del pan elaborado.

Ademas de los analisis microbiol6gicos, se hicieron analisis fisicoquimicos
detallados para caracterizar el suero en cuanto a sus propiedades fisicas y quimicas. Estos
analisis incluyeron la determinacion de la cantidad de grasa, densidad, proteina, lactosa y
solidos presentes en el suero, asi como la medicion del pH y la acidez en grados Dornic
(°D). Esta evaluacion fue de suma importancia, ya que brind6 informacion precisa sobre la
composicion y las caracteristicas fisicas del suero antes y después de la adicion de L.
plantarum. Identificar cualquier cambio en estos parametros proporciond una comprension
maés profunda de como la introduccion de este probidtico podria afectar la composicion y la
calidad del suero, lo que resulta fundamental para evaluar su capacidad en aplicaciones
posteriores en la industria alimentaria.

Caracterizacion del pan.

La caracterizacion fisicoquimica del pan se elaboro bajo la norma NTE INEN 2495,
(2014) donde los requisitos que se establecen en esta norma corresponden a humedad grasa
y proteina pero ademas se analizo el porcentaje de cenizas, por otro lado, el analisis
microbioldgico se elabord bajo la normativa Oficial Mexicana NOM-247-SSA1-2008 en
donde se determind la presencia de mohos, levaduras), Staphylococcus aereus, mesoéfilos
y coliformes totales, finalmente no se evalud la presencia de la cepa Lactobacillus
plantarum en el producto terminado debido a que la mayor parte de este microorganismo
muere en el proceso de horneado.

Meétodos de analisis para la caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica del pan

Para el andlisis de las caracteristicas fisicoquimicas del pan se realizaron bajo las
siguientes normativas y métodos de ensayo que se describen a la tabla 2.
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Tabla 2

Métodos de analisis para la caracterizacion fisicoquimica del pan

Método : .
. L Materiales y Unidad de
Variable de Descripcion . .
Equipos medida
ensayo
Anaélisis para determinar
Humedad p Estufa, desecador,
. el contenido de humedad i,
NTE INEN Gravim . . balanza analitica.
Y en un alimento, debido a . (%) de humedad
ISO 712 étrico ., Crisoles de
la evaporacion del agua .
. porcelana y pinzas
que contiene.
Técnica de extraccion
solido-liquido utilizada .
araqse arar un Equipo Soxhlet
Grasa NTE Método corrl? uestopsoluble de Estufa, desecador, (%) de grasa
INEN 0523 Soxhlet P . plancha, cartuchos g
una matriz solida
: para muestras
mediante un proceso de
reflujo continuo.
A i Aparato Kjeldahl
Analisis para determinar P . J -
. . . para digestion y
Proteina . el contenido de nitrogeno A
Micro destilacion, matraz
NTE INEN . total de la muestra, el . .
Kjeldah . Kjeldahl, matraz (%) de proteina
ISO 20483 cual se utiliza para
I . Erlenmeyer, bureta,
calcular el contenido de
. probetas, balanza
proteina. -
analitica
: Anaélisis para determinar ~ Mufla, desecador, :
Cenizas . P . . (%) de cenizas
Gravim el contenido de balanza analitica.
NTE INEN 520: . : . L. .
2012 étrico minerales inorgénicos Crisoles de
presentes en una muestra  porcelana y pinzas
Placas Petrifilm
Pipetas
Mohos . S
y Método que implica la Vasos de
levaduras . .
siembra de una muestra  precipitados o tubos
Staphylococcus . .
en medios de cultivo de ensayo
aereus Recuent .
. adecuados y el posterior Incubadora
E. coli oen . i L UFCl/g
e recuento de colonias Pipetas estériles
Mesofilos placa . . .
. microbianas formadas Lampara de
aereobios ) . e
después de un periodo de  esterilizacion UV
NOM-247- incubacion Alcohol etilico o
SSA1-2008

desinfectante
Rotulador
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Materiales y equipos
En la Tabla 3 se describen los materiales y equipos empleados para este estudio
Tabla 3

Materiales y equipos

MATERIALES

_ ) Suero de leche, harina de trigo, levadura,
Materia Prima ) ] . .
azucar, sal, aceite de oliva, agua destilada
Microorganismos Lactobacillus plantarum, penicilium aislado
MRS agar (Lactobacillus), PDA agar (Mohos

y Levaduras)

Medios de Cultivo

Microfast
Materiales de microbiologia E. Coli, Sthaphylococcus aereus, Mohos y
Levaduras, Aerobios mesofilos
Camara de flujo laminar (Biobase), autoclave
(Tuttnauer), incubadura(Mermmet),
ultracongelador, bafio Maria, bomba al
Equipos de laboratorio vacio(Vacuum pump), balanza
analitica(Mklab), mufla (Thermo Scientific),
estufa(Mermmet), Analizador de suero
(Master Eco)

Nota. Para los analisis microbiolégicos se utilizd Microfast proporcionado por la empresa
CAPILAB.

3.4.Poblacion de estudio y tamafio de muestra

La poblacion esta conformada por 3.500 ml de suero fermentado con Lactobacillus
plantarum, 200 ml para cada tratamiento experimental. Se elaboré 120 panes y las
muestras dependiendo del analisis necesario.

3.5. Meétodos de analisis, y procesamiento de datos.

Los datos generados a partir de los analisis se procesaron con un software
estadistico SPSS para determinar la significancia entre los tratamientos, para ello se realiz6
un andlisis exploratorio de datos identificando las medidas de tendencia central
especialmente la media, lo que luego permitio elaborar un disefio en bloques completo al
azar, un test de Tukey que determino la existencia de significancia entre los tratamientos y
la eleccion del mejor tratamiento con un nivel de significancia de 5 %. Finalmente se
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realizd una prueba de hipotesis unilateral de area derecha para la media con varianza
desconocida.

ANOVA

El analisis de varianza (ANOVA) es técnicas estadisticas de notable utilidad y
flexibilidad. Se usa con provecho en situaciones donde se deben comparar mas de dos
grupos, cuando se repiten en mas de dos ocasiones, cuando los sujetos exhiben variaciones
en una 0 mas caracteristicas que influyen en el resultado y se precisa ajustar su efecto, o
cuando se busca analizar simultaneamente el impacto de multiples variables predictoras
sobre una variable respuesta(Dagnino, 2014).

TUKEY

El método de Tukey se utiliza en ANOVA para crear intervalos de confianza para
todas las diferencias en parejas entre las medias de los niveles de los factores mientras
controla el margen de error por grupo en un nivel especificado. Es importante considerar el
margen de error por grupo cuando se hacen comparaciones mdultiples, porque la
probabilidad de cometer un error para una serie de comparaciones es mayor que el margen
de error para cualquier comparacién individual (Salazar, 2019).
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.Determinacion de formulaciones

Para la determinacion de las formulaciones se llevo a cabo pruebas preliminares lo
cual permitio verificar si los procedimientos realizados previamente en otros estudios
podrian ser viables en la elaboracién de nuestro pan, es asi como después de realizar
distintas pruebas se pudo identificar las diferencias de condiciones que existian en otros
estudios en comparacion con este, lo que contribuy6 en una optimizacion de recursos.

En la tabla 4 se presentan las revisiones bibliograficas que fueron fundamentales
para el desarrollo de este trabajo. Esto sirvié como punto de partida para la planificacion y
ejecucion del presente estudio. Cada uno de ellos ha sido previamente validado en estudios
anteriores, lo cual proporcioné confiabilidad y seguridad de los efectos de la adicion de L.
plantarum en la elaboracién del pan.

Tabla 4
Revisiones bibliograficas
Autor Tema Metodologia Resultados
(Dopazo et al., Evaluacion de vida El ingrediente El pan tratado con
2023) util y propiedades  estudiado, el suero un 5 % de suero
tecnolégicas de pan fermentado, se fermentado en

cuestion redujo la

elaborado con suero  afiadi6 en diferentes .
£ tado d traci 5 presencia de mohos
erm?n alol e concen 0racmnes. g y levaduras en
bacterias lacticas (1 % suero comparacion con el

como ingrediente de  fermentado), 259 (5 pan sin tratamiento.
bioconservacion. % suero fermentado)
y 50 g (10 % suero

fermentado).
(1zzo et al., 2020) Suero fermentado Se prepar6 pande  Se extendi6 aun mas
utilizando cepas de pita con 1 % de la vida util del pan
Lactobacillus suero liofilizado de pita agregando
plantarum un fermentado por L. suero liquido o
enfoque prometedor plantarum. liofilizado que habia
para aumentar la pan pita sido fermentado con
vida dtil del pan de sustituyendo el cepas de L.
pita 100% del agua de la plantarum.

masa por suero
liquido fermentado
con L. plantarum
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Después de revisar la literatura cientifica y realizar pruebas preliminares, se
determind la composicion de las formulaciones para cada tratamiento. Estas formulaciones
en relacion masa volumen consistian en 0,25 % correspondiente al TS1; 0,5 % el cual
pertenece al TS2; y finalmente, se empled el 0,75% correspondiendo al TS3 donde la masa
representd la cantidad de cepa probidtica de L.plantarum en polvo en 200 ml de suero
pasteurizado. Para el estudio de Dopazo et al. (2023), se adicionaron 5g (1 %), 25 g (5 %)
y 50 g (10 %) de suero fermentado y liofilizado con la cepa probidtica. Es importante
destacar que la concentracion de UFC/g de la cepa probidtica utilizada en este estudio fue
superior a la reportada en investigaciones previas, tanto por Dopazo et al. (2023) como por
Izzo et al. (2020) lo que evidencia una diferencia en relacion del porcentaje (m/v). Es
fundamental destacar que, aunque todos sean Lactobacillus plantarum, las cepas CECT
220, 221, 223 y 748 utilizadas por 1zzo et al. (2020), asi como la 5L1 utilizada por Dopazo
et al. (2023), tienen diferencias genéticas y caracteristicas Unicas esto generd distintas
capacidades metabolicas y funcionales. El polvo probidtico de Lactobacillus plantarum
utilizado en este estudio contiene un grupo amplio de bacterias con caracteristicas comunes
lo que explica la alta concentracion que posee ademéas que los resultados esperados se
asemejaron con los estudios que utilizaron cepas especificas una vez utilizadas estas
concentraciones.

Ademas, se opto por reemplazar el 100 % del agua por suero fermentado, siguiendo
la metodologia descrita por 1zzo et al. (2020) quien demostrd mejoras significativas en su
producto al realizar esta sustitucion.

Se determin6 que la adicion de 3,90 x10°UFC/g para el TS1, 4,51 x10°UFC/g para
el TS2'y 2,04 x107 UFC/g para el TS3 de L. plantarum en 200 ml de suero pasteurizado a
las formulaciones de pan pudo asemejarse de manera significativa a la metodologia
empleada en estudios previos. Estas cantidades fueron seleccionadas tras un minucioso
analisis de la literatura cientifica disponible y pruebas preliminares, donde se buscé
establecer una base sélida para el desarrollo de nuestro estudio. Es asi como en la tabla 5 se
observa las formulaciones que se llevaron a cabo para cada tratamiento.

Tabla

Formulaciones para cada tratamiento

Tratamiento Variable
TC 200 ml de agua
TC2 200mlI de suero pasteurizado
TS1 200ml de suero fermentado (3,90 x10°UFC/q)
TS2 200ml de suero fermentado (4,51 x10°UFC/q)
TS3 200ml de suero fermentado (2,04 x107 UFC/g)

Nota. Se trabaj6 con la siguiente base para cada tratamiento experimental 200 g de harina,
4 g de azucar 8 g de sal, 12 g de levadura
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4.2. Caracterizacion microbioldgica y fisicoquimica del suero

En la tabla 6 se presentan los resultados del analisis microbiolégico de los
diferentes tipos de suero que se empled en este estudio.
Tabla 6
Analisis microbiolégico del suero

Parametro Suero de Suero Suero Suero Suero
queseria  pasteurizado fermentado fermentado fermentado
dulce 05¢g 1g 159
Sthapylococcus
aureus 533+1,15 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Mesofilos 3,90E4 +
aerobios 3E3 303 +15 247+125 243+208 21,3+251
E. Coli/
Coliformes 0,000 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Mohos y
levaduras 7,67+231 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Nota. Los resultados de esta tabla estan expresados en UFC/g.

De acuerdo con la normativa NTE INEN 2594 (2011) "Suero de leche liquido
requisitos”, la cantidad maxima de Staphylococcus aureus es de 100 UFC/g, en el presente
estudio se detect6 en el suero de queseria dulce o recién llegado una concentracion muy
por debajo del limite. Los mesofilos aerobios en el suero de queseria dulce se ubicaron
dentro del rango aceptable, con valores inferiores a 40.000 UFC/g (limite maximo:
100.000 UFC/g). En cuanto a mohos y levaduras, se observo una concentracion en el suero
de queseria dulce también dentro de los limites permitidos. No se detectd presencia de E.
coli en ninguna de las muestras. Estos resultados favorables permitieron avanzar al
siguiente paso: la pasteurizacion del suero.

La aplicacion de una temperatura de 70 °C durante 40 minutos durante el proceso
de pasteurizacion resultd en la eliminacion efectiva de microorganismos patdgenos como
el S. aureus, mohos y levaduras. Se pudo observar también la presencia de meséfilos
aerobios después de la pasteurizacion los cuales se encontraban muy por debajo del limite
permitido segin la norma, esto pudo deberse a la esporulacion de este tipo de bacterias
como una respuesta a condiciones ambientales adversas(Rodriguez et al., 2021).

En la tabla 7 se puede observar el andlisis fisicoquimico del suero desde la
recepcion hasta la adicion de la cepa L.plantarum.
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Tabla 7

Anélisis fisicoquimicos del suero

Suero de Suero de Suero Suero Suero

Parametro queseria queseria fermentado fermentado fermentado
fresco  pasteurizado (0,50) (19) (1,5 )

Grasa (%) 0,05+0,01 0,06+0,01 0,06+0,01 0,06 £ 0,01 0,09 £ 0,01
Densidad
(kg/m3) 9,48+0,21 9,32+0,13 10,55+0,05 10,87+ 0,04 16,22 + 0,07
Proteina (%) 2,33+0,04 2,31+0,06 2,63+0,03 2,90 £ 0,02 3,98 £0,03
Lactosa (%) 3,50+0,05 356+0,06 3,40+0,05 3,05+ 0,04 2,03 +0,05
Sélidos (%) 6,33+0,07 7,92+0,01 8,18+0,04 8,59 + 0,06 10,90 + 0,07
pH 6,60+0,10 6,69+0,10 4,96 +0,09 4,88 £0,10 4,79 £ 0,08
Acidez (°D) 15+1,00 153%+1,00 78,13+1,94 83,33+1,76 87,24+1,87

Nota. Media * desviacién estandar de los analisis fisicoquimicos en el suero de queseria
utilizado en la experimentacion.

Grasa

Se identificaron varios cambios significativos en las caracteristicas del suero
fermentado en comparacion con el suero de queseria dulce que se presentan a
continuacién. Se observaron pequefias variaciones en el contenido de grasa entre los
diferentes tipos de suero. Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas, excepto en el tratamiento con 1,5 g de Lactobacillus plantarum, que
present6 un valor de grasa lactea de 0,09 + 0,01 %, encontrandose dentro de los parametros
establecidos por la (NTE INEN 2594, 2011).

En un estudio realizado por Contreras, (2021) titulado "Elaboracion de peliculas
comestibles a partir del suero de leche fermentado por bacterias acido lacticas"”, se reportd
un contenido de grasa de alrededor de 0,54 + 0,21 %. La autora menciona que el nivel de
grasa en el suero depende directamente de la riqueza en grasas de la leche utilizada, asi
como de la intensidad del trabajo mecanico aplicado antes y después de la coagulacion. El
porcentaje de grasa en este estudio es menor que el estudio realizado por Contreras (2021).
Esto puede deberse a que se realiz6 una filtracién previa a la fermentacion, como se
menciond anteriormente. La filtracion del suero puede remover parte de la grasa,
reduciendo su contenido.

Densidad

Se identificd un incremento significativo en la densidad del suero fermentado al
aumentar la concentracion de L. plantarum. El valor mas alto se alcanzé en el suero
fermentado con 1,5 g de L. plantarum, donde la densidad lleg6 a 1,0162. En contraste, en
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el estudio de Jumbo et al. (2023), que no incluyo filtracion, se obtuvo un valor de 1,0784.
Se estima que este valor de este estudio es relativamente bajo debido a la operacion de
filtracion realizada.

Proteinas

Se observé un incremento en el contenido de proteinas tras la adicion de la cepa
probidtica. La cepa de 1,5 g resultd en la mayor concentracion de proteinas, alcanzando un
3,98 + 0,03%. Este valor supera ampliamente el minimo de 0,8% establecido por la norma
y se asemeja a los resultados de Contreras Ldopez (2021), donde se reporté un contenido de
proteinas de 3,04 + 0,23% en su suero fermentado con bacterias acido lacticas. Un estudio
realizado por Fajardo (2021) nos menciona que las propias células de L. plantarum son una
fuente de proteinas. A medida que las bacterias crecen y se multiplican en el suero,
contribuyen al contenido proteico general del producto ademas que desde el punto de vista
deHerrera (2021) esta cepa es una bacteria proteolitica, lo que significa que produce
enzimas capaces de descomponer las proteinas en péptidos y aminoacidos mas pequefios.
Este proceso, conocido como proteolisis, puede aumentar la disponibilidad de
amino&cidos.

Lactosa

Se encontrd una relacion inversamente proporcional entre la cantidad de cepa
probidtica y la lactosa en el suero fermentado, donde el suero afiadido 1,5 g de L.
plantarum reflejo un 2,03 + 0,05%. Teniendo en cuenta a Benavides (2019) la cepa L.
plantarum, es capaz de utilizar diversos sustratos presentes en el suero de leche como
fuente de energia y nutrientes para su crecimiento y desarrollo. Entre los principales
sustratos que alimentan a esta bacteria en este medio se encuentra la lactosa, el principal
azlcar del suero de leche, es metabolizada por L. plantarum gracias a su naturaleza
lactolitica. Esta capacidad le permite utilizar la lactosa como fuente de carbono y energia.
Durante la fermentacion del suero de leche, L. plantarum metaboliza la lactosa en acido
lactico, lo que contribuye a la acidificacion del medio y a la conservacién del producto es
por esta razén que se pudo observar la disminucion de la lactosa al agregar mayor cantidad
de la cepa probiotica.

Sélidos totales

Se observé un aumento significativo en los solidos totales del suero fermentado,
siendo este incremento mas pronunciado en el suero fermentado con mayor cantidad de L.
plantarum. En este caso, el valor alcanzado fue de 10,90 + 0,07 %, superando el valor
reportado por Contreras (2021) de 6,42 + 0,49 %. Este aumento en los solidos totales
podria atribuirse a que la cepa Lactobacillus plantarum se multiplica en el suero,
aumentando la cantidad de biomasa bacteriana. Esta biomasa, compuesta principalmente
de proteinas y otros componentes celulares, contribuye al aumento de los sélidos totales
(Ramirez, 2022).

Acidez y pH
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El pH del suero fermentado disminuyo comparado con el suero de queseria dulce.
Esta reduccion fue méas pronunciada en el suero fermentado con mayor concentracion de L.
plantarum, alcanzando un valor minimo de 4,79 + 0,08. En contraste, Jumbo (2023)
reporté valores de pH de 4,10 en su concentrado proteico fermentado con suero de
queseria.

En concordancia con la disminucion del pH, se observo un gran incremento en la
acidez del suero fermentado en relacion con el de queseria dulce. Este aumento fue mas
evidente en el suero fermentado con mayor cantidad de L. plantarum, donde alcanz6 un
valor de 87,4 £ 1,87 °D. En un estudio elaborado por Jumbo (2023) reportd valores de
acidez de 200 °D en su concentrado proteico fermentado, lo que se atribuye a su mayor
acidez inicial, posiblemente debido a la presencia de otros ingredientes.

Otra de las posibles causas del aumento de la acidez y la disminucion del pH segln
Seddik et al. (2017) es que durante la fermentacion con L. plantarum metaboliza la lactosa
presente en el suero. L. plantarum es conocida por su habilidad para descomponer la
lactosa en &cido lactico y otros acidos organicos durante el proceso de fermentacion. Este
metabolismo genera una reduccion significativa en el pH del suero, aumentando asi la
acidez total del producto. Ademas del acido lactico, la bacteria puede producir otros
metabolitos acidos que contribuyen ain mas a la acidez del suero fermentado.

En una segunda etapa se procedié a determinar el tratamiento 6ptimo durante la
elaboracion del pan con las diferentes concentraciones de suero y la observacion de
bacterias como Sthapylococcus aureus, mesofilos aerobios, Echericha Coli, Mohos y
levaduras con un factor adicional denominado dia, en este factor se definié 3 niveles (dia 1,
dia 8 y dia 15), en este sentido se utilizo disefios en bloques completos al azar al 5% de
significancia bajo el siguiente proceso.

Hipotesis del tratamiento

Ho: pry = pr2 = Ur3 = fra = Urs

H;: Al menos un promedio de las bacterias y de las caracteristicas

fisicoquimicas es diferente

Hipotesis del bloque

Ho: pp1 = Hps = Hp1s

H;: Al menos un promedio de las bacterias difiere con relacién al nimero de dias de

durabilidad del pan para consumo
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Tabla 8
Estadistico microbioldgico

Valor . .,
P Decision

Caracteristicas tratamiento/ . Tratamiento/bloque
tratamiento/bloque
Valor p bloque

Al menos un promedio
0,00/0,00 difiere en el tratamiento y TS3/Dia 8
en el bloque
Al menos un promedio
Aerobios mesofilos 0,00/0,00 difiere en el tratamiento y TS3/Dia 8
en el bloque
Al menos un promedio
E. Coli/ Coliformes 0,00/0,00 difiere en el tratamiento y TS3/Dia 8
en el bloque
Al menos un promedio
Mohos y levaduras 0,00/0,00 difiere en el tratamiento y TS3/Dia 8
en el bloque

Sthapylococcus
aureus

Region de rechazo

Cuando los valores de probabilidad fueron menores o iguales al nivel de
significancia (valor p < a) se rechazo la hipdtesis nula y se eligio la hipdtesis alternativa
tanto para el tratamiento como para el bloque, a partir de ello se selecciono el tratamiento
gue minimiza la presencia de bacterias sobre todo las relacionadas con Mohos y Levaduras
con ayuda del estadistico de Tukey al 95% de confianza.

Decision
Se hallaron diferencias significativas tanto en el tratamiento y en el bloque de todas

las bacterias, con relacion al tratamiento y blogue que minimizaron la presencia de estas se
identifico al TS3 durante 15 dias de observacion en el laboratorio.

Tanto el TC como el TC2, junto con los tratamientos que se les afiadid el suero
fermentado TS1, TS2 y TS3 con la cepa L. plantarum, demostraron la ausencia de los
microorganismos analizados el dia 1 debido a la alta temperatura a la que fue sometido el
producto (200 °C) y al tiempo de horneado (35 min). Sin embargo, en el dia 8, algunos
tratamientos, como el TC, mostraron valores superiores al limite permitido de mohos y
levaduras (10 UFC/g), donde registré un valor de 17 UFC/g. De manera similar, el TC2
presentd un valor aproximado de 11 UFC/g, superando el limite establecido segln indica
Rivas (2021), el tratamiento TS1 reportd un valor menor al rango permitidoy el TS2y TS3
indicaron ausencia de mohos y levaduras. De igual manera, los otros microorganismos,
como mesofilos aerobios, Staphylococcus aureus y coliformes totales, se encontraron
dentro del limite establecido por la Norma Oficial Mexicana NOM 247 SSA1 (2008).
Finalmente, el dia 15, en lo que concierne a mohos y levaduras, el TC present6 un valor
aproximado de 243 UFC/g, mientras que el TC2 arrojo un valor de 240 UFC/g. EI TS1
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presento un valor de 210 UFC/g, y el TS2 disminuyd notablemente la cantidad a un valor
aproximado de 12 UFC/g. Unicamente el TS3 registré un valor por debajo del limite
establecido, indicando ausencia de Staphylococcus aureus y coliformes totales, por Gltimo,
los mesofilos aerobios de cada tratamiento se encontraron dentro del rango permitido por
la norma.

Con base en 1zzo et al. (2020) al agregar suero fermentado a la masa de pan, se
extendi6 la vida atil a 19 dias en condiciones de contaminacion natural, resultado similar
con relacion a este estudio que reportd una vida util de al menos 15 dias sin contaminacion
microbiolOgica, estos resultados respaldan nuestra hipotesis de incorporar suero como
componente funcional y compuesto antimicrobiano natural para controlar los
contaminantes fangicos y extender la vida Gtil de los alimentos en la parte microbiolégica.

Adicional se realizd una comparacién entre un grupo de panes convencionales y los
panes elaborados con el tratamiento y el bloque minimizador de bacterias para comparar
propiedades como proteinas, grasas, humedad y cenizas observado en la siguiente tabla;
para ello se utilizé una prueba de hipdtesis unilateral de area derecha para la media con
varianza desconocida.

4.3. Caracterizacion fisicoquimica del mejor tratamiento

Se realiz6 un andlisis fisicoquimico del tratamiento que minimiz6é la cantidad de
microrganismos patdgenos con respecto a un pan convencional, para seleccionar el mejor
tratamiento, las variables evaluadas fueron proteina, grasa, humedad y cenizas. Los
resultados de estos andlisis se pueden visualizar en la tabla 10 y 11.

HO: #COTL suero l’lSl'Tl suero

Hi: Ueon suero = Usin suero

u represent6 el promedio de las propiedades descritas en el cuadro de estadisticos

Tabla 9

Estadisticos del mejor tratamiento y pan convencional

Desviacién  Error tip. de

Caracteristica Prueba N Media , .
tip. la media

Proteina (%) C.on suero 3 12,6033 ,48583 ,28050
Sin suero 3 8,4600 ,35384 ,20429

Grasa (%) C_on suero 3 11,9662 1,41965 ,81964
Sin suero 3 10,9103 ,18398 ,10622

Con suero 3 29,4033 0,85243 ,49215

Humedad (%) qinsiero 3 31,6300  1,33989 77358
Cenizas (%) C_on suero 3 ,0117 ,00717 ,00414
Sin suero 3 ,0091 ,00600 ,00347
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Tabla 10

Estadisticos de grupo 2

Caracteristicas Valor p Decisién
Proteina (%) 0,010 Rechazar H,,
Grasas (%) 0,032 Rechazar H,,

Humedad (%) 0,021 Rechazar H,,
Cenizas (%) 0,018 Rechazar H,,

Region de rechazo

Cuando los valores de probabilidad de la prueba estadistica fueron menores o
iguales al nivel de significancia (valor p < @) se rechazd la hipotesis nula y se eligio la
hipdtesis alternativa.

Decision

La prueba estadistica evidencié que al enriquecer el suero con Lactobacillus
plantarum este potencid las propiedades de Proteina, Grasas, Humedad y Cenizas al ser
comparado con los panes de consumo tradicional, por tanto, fue claro evidenciar que la

nueva materia prima permitié la elaboracion de un producto con mayor cantidad de
nutrientes.

Proteina

El pan al que se le afiadid suero fermentado mostré un contenido de proteinas
mayor que el pan convencional, un aumento de 12,60 representa aproximadamente el
48,94 % de la cantidad inicial de 8,46. Esto pudo indicar un efecto positivo del suero
fermentado en el aumento del contenido proteico del pan. Segun Valerio et al. (2017) la
adicion de suero fermentado con L. plantarum al pan puede aumentar su contenido de
proteinas debido a la contribucion directa de las proteinas del suero, la actividad
enzimatica durante la fermentacién y la biofortificacion potencial por parte de la bacteria.

Grasa

Por otro lado, el pan con suero fermentado tiene un contenido algo mayor de grasa
11,96 en comparacion con el pan convencional de 10,91, la diferencia no parece
significativa, porque la grasa que tiene el suero se redujo por la filtracién que tuvo
anteriormente, porque no hay gran diferencia entre el pan afiadido el suero fermentado con
la cepa y el convencional.

Humedad

El pan con suero fermentado muestra un contenido ligeramente menor de humedad
29,40 % en comparacion con el pan convencional 31,63 % esta diferencia también parece
ser insignificante en términos practicos, recordar que Gutiérrez (2020) afirm6 que
humedad puede afectar el crecimiento y la proliferacion de microorganismos patdgenos en
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los alimentos, La humedad proporciona un ambiente propicio para el crecimiento
microbiano, ya que muchos microorganismos requieren agua para su metabolismo y
reproduccion asi aunque la diferencia no sea significativa, se puede concluir que la adicién
de la cepa no aumenta la humedad del pan. Mas aln, se observa una ligera disminucion,
aunque sea minima, contribuye al producto final.

Cenizas

Finalmente, el contenido de cenizas en el pan con suero fermentado es algo mayor
que el convencional. Sin embargo, esta diferencia no parece ser significativa. A juicio de
Poveda et al. (2013) el aporte de minerales depende del suero fermentado ya que contiene
una variedad de minerales, como calcio, potasio y magnesio, que se incorporan al pan
durante el proceso de fermentacion.

Ademas, que desde el punto de vista del mismo autor sostiene que durante la fermentacién
con L. plantarum, pueden producirse enzimas que descomponen componentes organicos de
la harina y otros ingredientes, liberando minerales que pueden contribuir al contenido de
cenizas.

Finalmente, como medida de control de calidad se realizo un andlisis
microbiologico en el pan con 1,5 g de L. plantarum y el pan convencional con el objetivo
de evaluar y comparar la presencia y el comportamiento de microorganismos en ambos
productos donde los resultados se observan en la siguiente tabla.

Tabla 11
Analisis microbiol6gicos del TS3y del PC

Resultados microbiolégicos dia 15

Parametros evaluados Tratamientos

TS3 PC
Sthapylococcus aureus 0,00E£00 0,00E£00
Meséfilos aerobios 8,63E+01 3,03E+03
E. Coli/ Coliformes 0,00E+00 0,00E+00
Mohos y levaduras 0,00E£00 2,43E+02

Nota. TS3 representa el tratamiento con suero fermentado con 1,5 g de L. plantarum y PC
hace referencia al pan convencional.

Se pudo observar que hubo una ausencia total en el TS3 con respecto a los
microorganismos de estudio S. aureus, E.coli/ Coliformes y mohos y levaduras, en
mesofilos aerobios aunque hubo presencia se encontré muy por debajo de los limites
permitidos y por otro lado el PC evidencio que hubo crecimiento de mesofilos aerobios
encontrandose debajo del limite establecido por la NOM 247 SSA1 (2008) que expresa un
valor de 5.000 UFC/g mientras que los mohos y levaduras excedieron los limites de la
norma.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1.  Conclusiones

Se determind formulaciones a base de diferentes concentraciones de suero
fermentado mediante la experimentacion y revision bibliogréafica lo que permitio establecer
2 tratamientos control sin el suero fermentado el TC y el TC2 y 3 tratamientos con el suero
fermentado que consistié en 0,25% en el TS1, el 0,5% en el TS2 y el 0,75% en el TS3 en
relacion masa volumen donde la masa represento la cantidad de L. plantarum en 200 ml de
suero pasteurizado.

Una vez determinado el mejor tratamiento que fue el TS3 se analiz6 las
caracteristicas fisicoquimicas del pan afiadido el suero fermentado mediante L. plantarum
con un pan convencional donde se evidencid un impacto significativo entre los dos tipos de
pan. Los resultados determinaron que la adicidn de suero de queseria fermentado con L.
plantarum en la elaboracién del pan dio lugar a cambios positivos en parametros como la
grasa, proteina y humedad, indicando que la utilizacion de este fermento ayud6 a potenciar
su calidad en el aspecto nutricional. Asi también, se analiz6 las caracteristicas
microbiologicas de ambos tipos de pan, donde los resultados reflejaron que el pan con el
suero fermentado presentd una gran ventaja en la inhibicién de microorganismos que
afectan a la vida util del pan con respecto al pan convencional, especialmente con mohos y
levaduras provocando la ausencia de estos en el dia 15 de control.
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5.2. Recomendaciones

Seria beneficioso realizar un analisis detallado de los costos asociados con la
produccion de pan utilizando suero fermentado con Lactobacillus plantarum en
comparacion con métodos de produccion convencionales. Esto ayudaria a determinar la
viabilidad econdémica de la implementacion de esta técnica a escala comercial y permitiria
identificar reas donde se pueden optimizar los procesos para reducir costos.

Realizar estudios de analisis sensorial con paneles de consumidores para evaluar la
aceptabilidad del pan elaborado con suero fermentado en términos de sabor, textura y otras
caracteristicas organolépticas. Este tipo de analisis proporcionaria informacion crucial
sobre la preferencia del consumidor y ayudaria a ajustar las formulaciones para satisfacer
mejor las expectativas del mercado.
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ANEXOS

Anexo 01. Probidtico de Lactobacillus plantarum en polvo

_ Uy
FoodsforGut

TN

L. Plantarum

INDIVIDUAL STRAIN PROBIOTICS POWDER
400 Billion cfu’s per gram

Dietary Supplement
Y SUpjf

Net wt. 2.11 0z. (60 gram)
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MicroFast® Aerobic Count Plate (AC)

‘ PURFORMANCE TESTED
RESEARCH INSTTITUTH
LLICENSE NUMBER i

MicroFast® Yeast & Mold (YM)
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MicroFast® Coliform & E. coli (EC)
Count Plate
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MicroFast® Enterobacteriaceae
(EB) Count Plate
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MicroFast® Staphylococcus aureus
(SA) Count Plate
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MicroFast* Bacillus cereus (BC) Count
Plate

Anexo 02. Mlcrofast Melzheng proporcmnado por Ia empresa CAPILAB
VCAPILAB

'lcro*Fust
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MicroFast® Coliform & Count Plate , ()
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AOAC
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MicroFast® Staphylococcus aureus
(SA) Confirmation Plate
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Km 3.5 Via Durdn-Tambo

T +593 984815306 || +593 983058259 || +593 990993368
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J7i VEIZHENG

& PerkinElmer company
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Anexo 03. Tabla de analisis fisicoquimicos del pan

Tratamiento maximizador ‘ Pan comtin
Repeticiones
R1 R2 R3 R1 R2 R3
Proteina (%) | 13,0375 12,6875 12,075 8,1375 8,8375 8,4

Grasa (%) | 10,32701 12,76871 | 12,80277 | 10,9601 | 11,06427 | 10,70656

Humedad
(%) 30,06 28,44 29,71 32,84 31,86 30,19

Cenizas (%) 0,0088 0,0199 0,0065 0,016 0,0056 0,0056
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Anexo 04. Evidencias fotogréficas del estudio

llustracion 1 Pan con suero fermentado llustracién 2 Pan convencional

llustracion 4'Confeo de L. plantarum

llustracién 6 Diluciones seriadas
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